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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
APC   antigen predstavljajoča celica 
BAT   test aktivacije bazofilcev (angl. basophil activation test) 
CCL2  kemokinski ligand 2 z motivom C-C (angl. chemokine C-C motif 
ligand 2) 
celice NK  naravne celice ubijalke (angl. natural killer cells) 
CD   označevalec pripadnosti (angl. cluster of differentiation) 
CD3   proteinski kompleks, izražen na površini limfocitov T 
CD4  glikoprotein, izražen na površini celic T pomagalk, monocitov, 
makrofagov, dendritičnih celic 
CD7  transmembranski protein, izražen na zrelih celicah T 
CD14  protein, izražen na površini monocitov, makrofagov, nevtrofilcev 
CD15  del glikoproteina, ki je izražen na površini nevtrofilcev, eozinofilcev 
in nekaterih monocitov 
CD16  receptor Fcγ III, izražen na površini celic NK, makrofagov, 
mastocitov, nevtrofilcev 
CD34  transmembranski fosfoglikoprotein, izražen na površini 
hematopoetskih celic 
CD36  integralni membranski protein, izražen na površini eritrocitov, 
trombocitov, monocitov 
CD45  protein tirozin fosfatazni receptor tipa C (PTPRC), izražen na 
površini limfocitov, celic NK, granulocitov, makrofagov 
CD63  glikoprotein, izražen na aktiviranih bazofilcih, makrofagih in 
trombocitih 
CD123  receptor za IL-3, izražen na površini bazofilcev 
CD193  receptor CCR3, izražen na površini eozinofilcev 
CD203c  ektonukleotid pirofosfataza/fosfodiesteraza 3 (ENPP3), izražena na 
površini bazofilcev 
CD235a   glikoforin A, izražen na površini eritrocitov 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
ELISA  encimsko imunski test (angl. enzyme-linked immunosorbent assay) 
FACS  sortiranje celic s pretočnim citometrom (angl. fluorescence-activated 
cell sorting) 
Fc  del protitelesa, ki se veže na površinske receptorje celic (angl. 
fragment crystallizable region) 
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FcεRI   visoko afinitetni receptor za IgE 
FSC   prednje sipanje (angl. forward scatter) 
HBSS   pufer, iz angl. Hank's balanced salt solution 
HLA-DR poglavitni sistem tkivne skladnosti (angl. human leukocyte antigen – 
antigen D related) 
HUVEC  endotelne celice popkovnične vene človeka (angl. human umbilical 
vein endothelial cells) 
Ig  imunoglobulin 
IgE   imunoglobulin razreda E 
IgG   imunoglobulin razreda G 
IL   interlevkin 
MACS   pufer PBS z dodanim govejim serumskim albuminom 
MCP-1  monocitni kemotaktični protein 1 (angl. monocyte chemoattractant 
protein 1) oz. kemokin CCL2 
mRNA  informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic 
acid) 
PAF   aktivacijski faktor za trombocite (angl. platelet-activating factor) 
PGD2   prostaglandin D2 
PBMNC  mononuklearne celice periferne krvi (angl. peripheral blood 
mononuclear cells) 
PBS    solna raztopina fosfatnega pufra (angl. phosphate buffered saline) 
RANTES  iz angl. Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and 
Secreted oz. kemokin CCL5 
rCCL2   rekombinantni CCL2 
SD   standardni odklon 
SSC   stransko sipanje (angl. side scatter) 
TCR   T-celični receptor 
TEM   transendotelijska migracija 
TH2   celica T pomagalka (angl. T helper cell) 
TNF   faktor tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor) 
XI 
Rihar M. Pomen anafilaktičnih faktorjev in CCL2 za migracijo bazofilcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
SLOVARČEK 
 
Angioedem Oteklina globljih predelov kože ali sluznic (na primer ustnic, vek, 
jezika, neba, rok, stopal, spolovila). 
Anksioznost Stanje živčne napetosti. 
Cianoza  Posinjelost kože in/ali sluznic zaradi prisotnosti prevelikih količin 
deoksigeniranega hemoglobina v kapilarni krvi. 
Disfagija Vse motnje pri požiranju, ki ne dovoljujejo varnega prehoda hrane in 
tekočine iz ust do želodca. 
Disartrija Motnja govora zaradi okvare možganov ali perifernih živcev. 
Hipotenzija Nizek krvni tlak. 
Idiopatski Neznanega izvora ali vzroka. 
Kolaps  Nenadna telesna slabost zaradi nezadostnega krvnega obtoka. 
Stridor  Sikajoči in piskajoči šumi pri dihanju zaradi zožitve zgornjih 
dihalnih poti. 
Tahikardija Srčni utrip, ki je prehiter (nad 100 utripov na minuto pri odraslih). 
Urtikarija Bolezen, pri kateri se lahko pojavijo urtike, angioedem ali oboji. 
Urtike ali koprivke so povrhnje otekline kože, ki se lahko pojavijo 
kjerkoli na telesu. 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Alergijska reakcija je preobčutljivostna reakcija, ki nastane ob ponovnem stiku z 
alergenom. Alergeni so običajno telesu nenevarne snovi (npr. pelod, hrana, mačja dlaka, 
zdravila idr.), proti katerim telo odgovori z vnetjem. V primeru blagih odzivov je alergija 
zgolj nadležna. V nekaterih primerih pa lahko alergen v minutah povzroči akutno 
alergijsko reakcijo oz. anafilaksijo, ki je lahko življenjsko nevarna, če ne zagotovimo 
takojšnjega ukrepanja. V najhujših primerih anafilaksije se kažejo znaki prizadetosti dihal 
in kardiovaskularnega sistema.  
 
Glavne efektorske celice anafilaksije so mastociti, ki se nahajajo v tkivih, in bazofilci, ki 
jih najdemo v periferni krvi. Tako mastociti kot bazofilci so nepogrešljive celice 
imunskega sistema, ki imajo ključno vlogo pri alergijskih in avtoimunih boleznih, 
mikrobnih okužbah, kardiovaskularnih boleznih, imunskih pomanjkljivostih in raku. Zreli 
mastociti in bazofilci se morfološko, ultrastrukturno, imunološko, biokemijsko in 
farmakološko razlikujejo. Poleg tega sintetizirajo veliko različnih mediatorjev in izražajo 
različne površinske receptorje. Eden izmed njih je visoko afinitetni receptor za IgE, ki nase 
veže protitelesa IgE, ki so nastala ob prvem stiku z alergenom. Ko alergen znova vstopi v 
telo, se veže na specifična protitelesa IgE. Vezava sproži degranulacijo mastocitov in 
bazofilcev. Ob tem se sprostijo različni mediatorji, ki vplivajo na nastanek simptomov 
preobčutljivostne reakcije. 
 
Kemokini spadajo v družino kemoatraktivnih proteinov. Vežejo se na specifične celične 
transmembranske receptorje, ki so povezani z G-proteini. Ob vezavi kemokina na receptor 
se sproži val znotrajceličnih signalnih kaskad, ki izzovejo migracijo celic. Vnetni kemokini 
nadzorujejo privabljanje levkocitov v vneta in poškodovana tkiva. Homeostazni kemokini 
skrbijo za usmerjanje levkocitov v sekundarnih limfatičnih organih. Večina kemokinov, ki 
jih proizvede človeško telo, je vnetnih kot npr. CCL2, CCL5 in CCL11. Kemokin CCL2 je 
prvi odkrit humani kemokin, pomembno vlogo pa ima pri uravnavanju migracije in 
infiltracije različnih celic.  
 
Vloga bazofilcev v anafilaksiji je bila dolgo zanemarjena, saj predstavljajo le 1 % celic v 
periferni krvi. Nedavno pa so raziskovalci začeli posvečati pozornost tudi bazofilcem. 
Rezultati različnih raziskovalnih skupin nakazujejo na pomembno vlogo bazofilcev v 
patofiziologiji anafilaksije pri človeku. Vedno več rezultatov raziskav nakazuje tudi, da je 
prav CCL2 tisti, ki ima najpomembnejšo vlogo pri migraciji bazofilcev iz periferne krvi v 
tkiva. 
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1.2 NAMEN DELA IN CILJI 
Namen dela je določiti vpliv anafilaktičnih faktorjev in CCL2 v serumih bolnikov na 
migracijo bazofilcev in vitro. Cilji naloge so: 
1. Optimizacija postopka izolacije bazofilcev iz polne krvi, kjer smo primerjali 
uspešnost izolacije bazofilcev iz polne krvi z dodanima različnima 
antikoagulantoma litijevim heparinom ali K3EDTA. Primerjali smo tudi sposobnost 
aktivacije (degranulacije) bazofilcev. 
2. Določitev vpliva seruma, pridobljenega pri bolnikih z anafilaktično reakcijo, na 
migracijo bazofilcev in vitro. 
3. Določitev vpliva kemokina CCL2 na migracijo bazofilcev in vitro in določitev 
vpliva blokade kemokina CCL2 v serumu na migracijsko sposobnost bazofilcev in 
vitro. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Pred pričetkom eksperimentalnega dela smo si zastavili naslednje delovne hipoteze, s 
katerimi predpostavljamo, da: 
1. je mogoče optimizirati postopek izolacije bazofilcev iz periferne krvi, 
2. se v serumu bolnikov z anafilaktično reakcijo nahajajo faktorji, ki vplivajo na 
migracijsko sposobnost bazofilcev, 
3. ima kemokin CCL2 ključno vlogo pri migraciji bazofilcev, zato bo blokada 
kemokina CCL2 v serumu vplivala na migracijsko sposobnost bazofilcev. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PREOBČUTLJIVOSTNE REAKCIJE 
Preobčutljivostna reakcija je nenormalno močan odziv organizma na snov, ki je po navadi 
sama po sebi neškodljiva. Ločimo več vrst preobčutljivostnih reakcij, po Gellu in Coombsu 
(1963) jih razdelimo v štiri skupine. Reakcije tipa I so posredovane s protitelesi IgE, 
reakcije tipa II s protitelesi IgG, reakcije tipa III z imunskimi kompleksi (komplement), 
reakcije tipa IV pa so posredovane s celicami T. Reakcijam tipa I pravimo tudi takojšnje 
preobčutljivostne reakcije zaradi same hitrosti njihovega razvoja. Sem uvrščamo alergijske 
reakcije, kjer gre za imunski odziv proti telesu nenevarnim antigenom. Imunski odziv na 
antigen v telesu izzove vnetje in povzroči škodo. Za nastanek takšne reakcije morajo v 
telesu predhodno obstajati protitelesa IgE. Kot je prikazano na Sliki 1, ob prvem stiku z 
alergenom antigen predstavljajoče celice (APC) prek T-celičnega receptorja (TCR) 
predstavijo alergen celicam T pomagalkam (TH2). Slednje pričnejo izločati različne 
citokine, ki nato stimulirajo celice B, da pričnejo proizvajati protitelesa razreda IgE. 
Omenjena protitelesa se lahko prek Fc dela (angl. fragment crystallizable region) vežejo na 
receptor na površini mastocitov ali bazofilcev. Ko alergen ponovno vstopi v telo, se veže 
na protitelesa, vezana na površini mastocitov ali bazofilcev, kar povzroči njihovo 
degranulacijo. Sprostijo se primarni in sekundarni mediatorji, ki ključno prispevajo k 
simptomom alergijskega vnetja (Actor, 2014). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz takojšnje preobčutljivostne reakcije (prirejeno po Actor, 2014: 98) 
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2.1.1 Anafilaksija 
Hudo obliko alergije imenujemo akutna alergijska reakcija ali anafilaksija. Definirana je 
kot resna, življenje ogrožajoča, preobčutljivostna reakcija, ki nastane v minutah po 
kontaktu z alergenom. Tarčni organi anafilaksije so tisti, ki vsebujejo največ mastocitov: 
koža, dihala, kardiovaskularni sistem in prebavila. Če ne zagotovimo takojšnjega 
ukrepanja, lahko anafilaksija vodi v smrt, saj se po izpostavitvi alergenu kažejo znaki 
prizadetosti dihal in kardiovaskularnega sistema. Prisotne so lahko tudi spremembe na koži 
(urtikarija, angioedem) in tahikardija (Sampson, 2005). Najpogostejši vzroki za nastanek 
anafilaksije so hrana, zdravila in piki žuželk (Campbell in sod., 2014). Mehanizmi za 
nastanek anafilaksije so lahko imunološki, neimunološki in idiopatski (Preglednica 1) 
(Worm in sod., 2014). 
Preglednica 1: Mehanizmi in vzroki za nastanek anafilaksije (prirejeno po Worm in sod., 2014) 
Imunološki mehanizmi (odvisni od IgE) 
Hrana (arašidi, kravje mleko, jajca, soja, pšenica, ribe...) 
Strupi (čebela, osa, sršen) 
Zdravila (betalaktamski antibiotiki, mišični relaksanti, kemoterapevtiki, biološka zdravila) 
Lateks 
Inhalacijski alergeni (živalska dlaka, pelod) 
Imunološki mehanizmi (neodvisni od IgE) 
S posredovanjem protiteles IgG (biološka zdravila, dekstran) 
S posredovanjem komplementa (hemodializa, polietilen glikol, heparin, rentgenska kontrastna sredstva) 
Neimunološki mehanizmi 
Fizikalni faktorji 
Etanol 
Zdravila (opiodi, vankomicin, nesteroidni antirevmatiki) 
Idiopatski mehanizmi 
 
Diagnozo in stopnjo anafilaksije postavijo na podlagi kliničnih kriterijev, ki so opisani v 
Preglednici 2. Za zdravljenje simptomov anafilaksije najpogosteje uporabljajo adrenalin, 
antihistaminike in glukokortikoide. Adrenalin se aplicira intramuskularno, deluje pa tako, 
da zveča periferni upor, krvni pritisk, izboljša prekrvavitev srca, zmanjša angioedem, 
zveča srčno frekvenco, izboljša krčljivost srca, širi dihalne poti in preprečuje sproščanje 
histamina iz mastocitov. Antihistaminike predpišejo ob pojavu urtike in srbeža, ki ju 
znatno zmanjšajo. Glukokortikoidi imajo počasen začetek delovanja in blažijo zakasnele 
simptome anafilaksije in dobro delujejo za preprečevanje velike lokalne reakcije po piku 
kožekrilcev (Sheikh in sod., 2007). 
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Preglednica 2: Klinični kriteriji za določitev stopnje anafilaksije po Muellerju (prirejeno po Mueller, 
1990) 
Stopnja 
anafilaksije 
Simptomi 
I 
Generalizirana urtikarija 
Srbenje, oslabelost, anksioznost, tahikardija 
II 
Angioedem mehkih tkiv 
Poleg znakov I. stopnje še vsaj dva od naslednjih: 
Angioedem mehkih tkiv, cmok v grlu, stiskanje v prsih, slabost, bruhanje, driska, 
bolečina v trebuhu, omotica, tahikardija 
III 
Hudo dušenje 
Poleg znakov II. stopnje še vsaj dva od naslednjih: 
Hudo dušenje, piskanje, stridor, disfagija, disartrija, hripavost, zmedenost, tahikardija 
IV 
Hipotenzija 
Poleg znakov III. stopnje še vsaj dva od naslednjih: 
Hipotenzija, kolaps, izguba zavesti, inkontinenca vode in blata, cianoza 
 
2.2 EFEKTORSKE CELICE IN MEHANIZEM ANAFILAKSIJE 
Glavne efektorske celice pri nastanku anafilaksije so mastociti in bazofilci. V letih 1878 in 
1879 jih je prvi opisal in poimenoval Paul Ehrlich. Odkril je, da se glede na njihove 
lastnosti različno obarvajo s posebnimi barvili (Ehrlich, 1879). Tako bazofilci kot mastociti 
izvirajo iz CD34+ krvnih matičnih celic, ki jih najdemo v kostnem mozgu. Medtem ko se 
bazofilci v kostnem mozgu razvijejo in se v obtok sproščajo popolnoma dozoreli, v večini 
primerov mastociti predhodno migrirajo iz kostnega mozga v kri in nato v ostala tkiva, kjer 
dozorijo (Dahlin in sod., 2017). Bazofilci, ki imajo kratko življenjsko dobo (60 ur), krožijo 
v periferni krvi in migrirajo na mesta vnetja. Mastociti pa se nahajajo v perifernih tkivih in 
jih le redko najdemo v krvi, njihova življenjska doba znaša do tri tedne (Stone in sod., 
2010). 
 
Tako mastociti kot bazofilci na svoji površini izražajo visoko afinitetne receptorje za IgE 
(FcεRI), na katere se vežejo protitelesa IgE. Vezava alergena na omenjeno protitelo 
povzroči hitro degranulacijo mastocitov in bazofilcev (Garman in sod., 2000). 
Degranulacijo spremlja sprostitev primarnih in sekundarnih mediatorjev, ki ključno 
prispevajo k simptomom alergijskega vnetja. Mediatorji, ki jih izločajo bazofilci so npr. 
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hondroitin sulfat, bazogranulin, interlevkina IL-4 in IL-31 idr. Mastociti sprostijo heparin, 
triptazo, kemokine, interlevkine in druge mediatorje. Ob degranulaciji tako bazofilci kot 
mastociti izločajo histamin, interlevkine, kemokine in druge mediatorje (Slika 2) 
(Varricchi in sod., 2018). Klinično pomembna mediatorja sta histamin in triptaza. Histamin 
je biogeni amin, ki razširi žile, pri čemer se srce takoj odzove s hitrejšim utripom, da se 
žile napolnijo s krvjo in da se zagotavljajo fiziološke funkcije v telesu. Histamin vzdraži 
tudi živčne končiče, posledica vzdraženja pa sta srbečica in pekoč občutek. Raven 
plazemskega histamina se poviša po petih minutah od nastopa prvih simptomov 
anafilaksije in se vrne na bazalni nivo v roku ene ure po pojavu simptomov. Ker je 
histamin majhna molekula, hitro razpade v krvnem obtoku (Schwartz in sod., 1989). 
Triptaza je serinska proteaza, ki se sprošča med aktivacijo mastocitov. Koncentracija 
triptaze je povišana v prvi uri anafilaktične reakcije in ostane visoka še 12 ur po reakciji 
(Lin in sod., 2000). Merjenje serumske triptaze je trenutno poglaviten diagnostični test za 
potrditev anafilaktične reakcije (Simons in sod., 2007). Ker se pri več kot 30 % vseh 
anafilaktičnih bolnikov triptaza med reakcijo ne poviša (Brown in sod., 2013), domnevajo, 
da imajo pomembno vlogo tudi bazofilci, ki se prav tako aktivirajo preko protiteles IgE, 
vezanih na receptor FcεRI (Korošec in sod., 2017). 
 
Slika 2: Mediatorji, ki se sprostijo ob degranulaciji mastocitov in bazofilcev (prirejeno po Varricchi in 
sod., 2018)  
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Tako bazofilci kot mastociti sproščajo tudi različne citokine, ki imajo različne učinke. 
Vendar pa se človeški mastociti in bazofilci občutno razlikujejo glede na njihovo 
sposobnost proizvajanja različnih pro-alergičnih (TH2 citokinov, kot je IL-4) in pro-vnetnih 
(npr. TNF) citokinov, še posebno v primerjavi z njihovimi približki v mišjih modelih. Zato 
je dokazovanje natančne vloge pri človeških alergijskih reakcijah sorazmerno omejeno, saj 
spoznanja o alergijskih vnetjih, ki so zasnovana na mišjih modelih, v večini primerov ne 
morejo biti ustrezno primerjana z alergijami pri ljudeh (Varricchi in sod., 2016). 
 
2.2.1 Bazofilci 
Bazofilci so najmanj pogost tip granulocitov in predstavljajo manj kot 1 % levkocitov v 
periferni krvi. V njihovi citoplazmi se nahajajo granule s histaminom, na površini pa 
izražajo receptorje FcεRI (Garman in sod., 2000). Poleg tega na površini izražajo veliko 
kemokinskih receptorjev, ki vključujejo CCR1, CCR2, CCR3, CXCR1, CXCR2, CXCR4 
in CCR5 (Pease in Williams, 2002). Na svoji površini imajo poleg omenjenih receptorjev 
še mnoge druge molekule. Med njimi so tudi označevalci pripadnosti (angl. Cluster of 
Differentiation, CD), katere uporabljamo pri označevanju bazofilcev pri analizi s pretočno 
citometrijo. Omenjene molekule označimo s protitelesi, na katere je vezan fluorokrom. V 
pogosti uporabi so protitelesa, ki se vežejo na receptor za IL-3 (CD123), v kombinaciji s 
protitelesi proti HLA-DR, ki je poglavitni sistem tkivne skladnosti, izražen na površini 
levkocitov. Bazofilci so v tem primeru izolirani kot CD123+/HLA-DR-, saj na svoji 
površini izražajo receptor za IL-3, ne izražajo pa HLA-DR. Protitelesa, ki se vežejo na 
receptor za CCL11 (CCR3) ali CD193, se lahko uporabljajo kot samostojni selekcijski 
marker, kadar želimo bazofilce ločiti od ostalih levkocitov. V kombinaciji s protitelesom 
anti-CCR3 je za lažje določanje bazofilne populacije v uporabi še protitelo, ki se veže na 
protein tirozin fosfatazni receptor tipa C (PTPRC) ali CD45 (Chirumbolo in sod., 2011). 
Za dokazovanje aktivacije bazofilcev so najpogosteje v uporabi protitelesa, ki se vežejo na 
markerja CD203c in CD63 (de Weck in sod., 2008). CD203c je ektonukleotid 
pirofosfataza/fosfodiesteraza 3 (ENPP3), ki je konstitutivno izražena samo na površini 
bazofilcev (Bühring in sod., 2001). CD63 je glikoprotein LAMP-3 (Metzelaar in sod., 
1991), ki se izrazi na aktiviranih bazofilcih, makrofagih in trombocitih. Pri neaktiviranih 
bazofilcih označevalca CD63 ni moč zaznati, saj se nahaja na notranji strani membrane 
granul, ki vsebujejo histamin (Hamilton in Adkinson, 2004). 
 
2.3 KEMOKINI 
Kemokini spadajo v družino kemoatraktivnih proteinov. Do sedaj je bilo identificiranih 
približno 50 kemokinov in 20 kemokinskih receptorjev. Po kemijski strukturi so 
polipeptidi, ki jih sestavlja 60-120 aminokislin (Satish, 2015). Gradijo jih tri domene: 
fleksibilna N-terminalna domena, ki vsebuje disulfidne vezi med cisteinskimi ostanki, sledi 
ji dolga zanka, ki vodi v antiparalelne β-liste. Zadnja domena je α-vijačnica, ki leži preko 
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β-listov (Deshmane in sod., 2009). Glede na število in mesto ohranjenih cisteinskih 
ostankov na N-terminalnem delu jih lahko razdelimo v štiri skupine (Satish, 2015), ki so 
shematsko prikazane na Sliki 3. Kemokini se vežejo na specifične celične 
transmembranske receptorje, ki so povezani z G-proteini. Ob vezavi kemokina na receptor 
se sproži val znotrajceličnih signalnih kaskad, ki izzovejo migracijo celic. Kemokini, ki se 
nahajajo znotraj iste skupine, lahko tekmujejo za vezavo na isti receptor na ciljnih celicah 
(Leonard in Yoshimura, 1990). Čeprav so si kemokini znotraj skupine strukturno podobni, 
imajo kemotaktični potencial za raznovrstne celice. Npr. CCL2, CCL4 in CCL5 
kemotaktično privabljajo monocite, vendar delujejo preko dveh ločenih receptorjev 
(Sozzani in sod., 1993). CCL2 in CCL5 delujeta na spominske celice T, medtem ko CCL4 
deluje zgolj na naivne celice T (Adams in sod., 1994). Proizvajalke kemokinov so lahko 
raznovrstne celice npr. keratinociti, melanociti, fibroblasti, mastociti, limfociti, eozinofilci, 
bazofilci, monociti in druge (Zachariae in sod., 1998). 
 
Slika 3: Shematski prikaz štirih skupin kemokinov (de Munnik in sod., 2015) 
Cisteinski ostanek je na shematskem prikazu označen s črko C, črna ravna črta predstavlja disulfidno vez. S 
sivo je prikazana transmembranska domena, s katero je skupina CX3C vezana v lipidni dvosloj. 
Vnetni kemokini nadzorujejo privabljanje levkocitov v vneta in poškodovana tkiva. 
Homeostazni kemokini skrbijo za usmerjanje levkocitov v sekundarnih limfatičnih 
organih, v času hematopoeze pa tudi za usmerjanje v kostnem mozgu in timusu (Wagner in 
sod., 2007). Poleg omenjenih glavnih nalog, zbrani dokazi kažejo tudi na pomembno vlogo 
kemokinov pri razvoju ploda, angiogenezi in v patologiji številnih boleznih. Te so npr. 
AIDS, avtoimunske motnje (psoriaza, revmatoidni artritis in multipla skleroza), pljučne 
bolezni (astma in kronična obstruktivna bolezen), zavračanje presajenih organov, rak in 
žilne bolezni (Xia in Frangogiannis, 2007; Deshmane in sod., 2009). 
Večina kemokinov, ki jih proizvede človeško telo, je vnetnih. Njihov nastanek lahko 
inducirajo bakterijski toksini ali pa pro-vnetni citokini in interferoni. Njihova glavna 
naloga je privabljanje levkocitov na mesto okužbe ali vnetja. Predstavniki vnetnih 
citokinov so CCL2 oz. MCP-1 (angl. monocyte chemoattractant protein), CCL5 oz. 
RANTES in CCL11 oz. eotaksin (Baggiolini in Loetscher, 2000). CCL11 se veže na 
receptor CCR3, ki se nahaja na površini bazofilcev, mastocitov in eozinofilcev. CCL5 se 
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veže na receptorja CCR1 in CCR3, vendar je njegova afiniteta vezave večja za CCR1, ki se 
nahaja tako na bazofilcih kot na eozinofilcih. CCL2 se veže le na receptor CCR2, ki je 
prisoten samo na bazofilcih, ne pa tudi na eozinofilcih (Dahinden in sod., 1994). CCL2 bi 
tako prek vezave na receptor CCR2 lahko predstavljal edinstven mehanizem za migracijo 
bazofilcev (Iikura in sod., 2004).  
2.3.2 CCL2 
Kemokin CCL2 je prvi odkrit humani kemokin, ki ga uvrščamo v skupino CC. Gen za 
CCL2 je lociran na daljšem kraku kromosoma 17, protein pa sestavlja 76 aminokislin v 
skupni velikosti 13 kDa (van Coillie in sod., 1999). Homologija zaporedja med CCL2 in 
preostalimi kemokini znotraj skupine CC je velika. CCL2 je sestavljen iz β-listov, prek 
njih pa se razprostira α-vijačnica (Zhang in Rollins, 1995). Sekundarna in kvartarna 
struktura CCL2 sta podobni kemokinoma CCL4 in CCL5 (Meunier in sod., 1997) (Slika 
4). 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz strukture CCL2 (prirejeno po: Deshmane in sod., 2009) 
CCL2 proizvajajo različne celice, bodisi konstitutivno ali po indukciji zaradi oksidativnega 
stresa, citokinov ali rastnih dejavnikov (Beall in sod., 1996). Med vse celice, ki proizvajajo 
CCL2, uvrščamo endotelijske, epitelijske, gladke mišične in mezangijske celice ter 
fibroblaste, astrocite, monocite in celice mikroglia. Vseeno pa ostajajo glavni producenti 
CCL2 monociti oz. makrofagi (Leonard in Yoshimura, 1990). CCL2 regulira migracijo in 
infiltracijo monocitov, spominskih limfocitov T in celic NK. Vlogo CCL2 so prvotno 
odkrili s pomočjo poskusa in vitro z očiščenim proteinom, kasneje pa so jo potrdili tudi in 
vivo. Uporabili so mišji model, kjer so utišali gene za CCL2 in njegov receptor CCR2. 
Zabeležili so anomalije v privabljanju monocitov in izražanju citokinov (Lu in sod., 1998). 
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2.4 TRANSENDOTELIJSKA MIGRACIJA BAZOFILCEV 
Predvidevajo, da bazofilci med anafilaktično reakcijo potujejo iz krvnega obtoka v tarčno 
tkivo. Migracija sestoji iz treh korakov: najprej se bazofilci vežejo na žilni endotelij, sledi 
transendotelijska migracija (TEM) in nato gibanje proti mestom vnetja v tkivih (Bochner in 
sod., 1994). Pri migraciji bazofilcev na vnetna mesta igrajo najpomembnejšo vlogo 
bazofilno usmerjeni kemokini, ki so sposobni inducirati transendotelijsko migracijo in 
usmerjeno gibanje bazofilcev (Iikura in sod., 2004). 
 
Suzukawa in sodelavci (2004) so proučevali migracijo bazofilcev proti različnim 
kemoatraktivnim proteinom. V svoji raziskavi so uporabili sistem insertov s 
polikarbonatno membrano. Ugotovili so, da največjo migracijo bazofilcev in vitro 
inducirata CCL11 in CCL2. Prav tako so v svojih poskusih migracije dokazali, da 
navkrižna vezava receptorja FcεRI s specifičnim IgE okrepi migracijo bazofilcev proti 
kemoatraktivnim proteinom. Proučevali so tudi, če lahko bazofilci migrirajo proti 
specifičnemu antigenu. Ugotovili so, da senzibilizirani bazofilci astmatikov migrirajo proti 
specifičnemu alergenu, kar pa ne velja za bazofilce zdravih posameznikov. 
 
Iikura in sodelavci (2004) so proučevali TEM bazofilcev. V svojih poskusih so uporabili 
sisteme insertov s polikarbonatno membrano, na katero so nasadili celice HUVEC. 
Uporabili so bazofilce različnih čistosti, saj jih je zanimalo, če kontaminirajoče celice 
ovirajo migracijo. Ugotovili so, da je bil delež migriranih bazofilcev pri različnih čistostih 
enak. Proučevali so, kako različni kemokini učinkujejo na TEM bazofilcev. Rezultati so 
pokazali, da CCL2, CCL5 in CCL11 inducirajo najmočnejšo migracijo bazofilcev skozi 
endotelij (Slika 5). 
 
Slika 5: Učinek različnih kemokinov na TEM bazofilcev (prirejeno po: Iikura in sod., 2004) 
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Izsledki raziskave Iikure in sod. (2004) so pokazali tudi, da bazofilci izražajo različne 
membranske receptorje, na katere se vežejo kemokini. Močno TEM bazofilcev inducirata 
liganda receptorja CCR3 - kemokina CCL5 in CCL11. Slednji se veže samo na receptor 
CCR3, kemokin CCL5 pa z višjo afiniteto tudi na receptor CCR1. Dokazali so, da se po 
blokadi receptorja CCR3 bistveno zmanjša s CCL5 in s CCL11 inducirana TEM 
bazofilcev, blokada receptorja CCR1 pa skoraj nima učinka na s CCL5 inducirano TEM. 
Njihova raziskava je pokazala, da je CCL2 zmožen inducirati TEM bazofilcev v enaki meri 
kot CCL11. To odkritje predstavlja edinstven mehanizem za selektivno migracijo 
bazofilcev, saj CCL2 ne izzove migracije eozinofilcev, ker le-ti na površini ne izražajo 
receptorja za CCL2. 
 
2.5 VLOGA BAZOFILCEV PRI ANAFILAKSIJI 
Vloga bazofilcev pri anafilaksiji dolgo časa ni bila poznana. Nedavne raziskave pa so 
pokazale, da imajo bazofilci pomembno vlogo pri anafilaksiji (Korošec in sod., 2017). 
Korošec in sodelavci (2017) so proučevali vlogo bazofilcev pri anafilaksiji. V raziskavo so 
vključili dve skupini bolnikov, prva je anafilaksijo doživela na terenu zaradi pika 
kožekrilca, druga skupina pa je anafilaksijo doživela po provokaciji z arašidi v 
kontroliranih pogojih. Pri obeh skupinah so odvzeli vzorce krvi v treh časovnih točkah: 
med anafilaktično reakcijo, 7 dni po njej in 30 dni po njej. Ugotovili so, da je število 
bazofilcev v krvi med anafilaksijo znižano, kar so potrdili tudi na genskem nivoju, kjer so 
dokazali znižano izražanje mRNA označevalcev bazofilcev, vključno z receptorjem FcԑRI. 
Ugotovili so tudi, da je koncentracija kemokina CCL2 v serumu med anafilaksijo povišana, 
po drugi strani pa niso uspeli potrditi razlike za ostala proučevana kemokina CCL5 in 
CCL11. Najpomembnejša ugotovitev raziskave je, da obstaja negativna korelacija med 
koncentracijo CCL2 v serumu in absolutnim številom bazofilcev v krvi (Slika 6), kar 
nakazuje na to, da CCL2 predstavlja mehanizem za migracijo bazofilcev iz periferne krvi v 
tkivo. Ni še poznano, katere celice so izvor CCL2, zato so potrebne še nadaljnje raziskave. 
Glede na pridobljene rezultate predlagajo, da bi število bazofilcev in koncentracija CCL2 
lahko predstavljala potencialna nova označevalca za anafilaksijo, ki bi bila še posebno 
uporabna v primerih, kadar triptaza kljub prepričljivi klinični sliki ni povišana, kar je še 
posebno pogosto pri anafilaktičnih rekacijah po hrani. Skupno rezultati omenjene skupine 
predstavljajo prvi dokaz, da imajo bazofilci pomembno vlogo v patofiziologiji anafilaksije 
pri človeku. 
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Slika 6: Glavni izsledki raziskav raziskovalne skupine na Univerzitetni Kliniki za pljučne bolezni in 
alergijo Golnik (Korošec in sod., 2017)  
A: Koncentracija CCL2 v serumu, B: Število bazofilcev v serumu, C: Negativna korelacija med vrednostmi 
CCL2 in številom bazofilcev v serumu. AAR – akutna anafilaktična reakcija 
 
2.6 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočna citometrija je tehnika, s katero merimo in analiziramo lastnosti posameznih celic, 
ki v suspenziji potujejo v pretočno komoro in nato skozi snop laserskih žarkov. Pretočni 
citometer poleg komore in vira svetlobe sestavljajo še pretočni sistem za uravnavanje toka 
nosilne tekočine skozi žarek, elektronika, ki omogoča merjenje intenzitete svetlobnega 
signala in pretvarjanje le-tega v električni signal, ter računalnik s programi za analizo 
pridobljenih podatkov (Macey, 2007). 
 
Količino razpršene svetlobe, ki jo oddaja obsevana celica, zaznavata dva fotodetektorja. 
Fotodetektor FSC (angl. forward scatter) zaznava svetlobo, ki jo celica sipa v smeri 
laserskega žarka (prednje sipanje) in je premo sorazmerna velikosti celice. Ker so celice 
prosojne, preide svetloba tudi skozi citoplazmo, kjer se lomi in odbija na celičnem jedru ter 
drugih strukturah. Zaznavanje odbite svetlobe pravokotno od smeri laserskega žarka 
(stransko sipanje), ki je premo sorazmerna granuliranosti celice, omogoča fotodetektor 
SSC (angl. side scatter). Poleg omenjenih fotodetektorjev ima pretočni citometer tudi 
fluorescenčne detektorje, ki merijo intenziteto svetlobe specifičnih valovnih dolžin 
(Shapiro, 2004; Macey, 2007). Svetlobne signale, ki so jih zaznali fotodetektorji, pretvori 
elektronika aparature v električne, ki jih s pomočjo računalnika izmerimo. Podatke nato 
obdelamo z ustreznimi računalniškimi programi in jih prikažemo v obliki histogramov ali 
točkovnih diagramov (Watson, 1999). 
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3 MATERIAL IN METODE 
Raziskovalno delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za klinično imunologijo in 
molekularno genetiko na Univerzitetni Kliniki za pljučne bolezni in alergijo Golnik.  
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kri zdravih prostovoljcev in vzorci serumov bolnikov 
V raziskavo smo vključili zdrave darovalce brez znanih alergijskih obolenj, pri katerih smo 
iz sveže odvzete periferne krvi izolirali bazofilce. 
 
V poskusih migracije smo uporabili parne vzorce serumov bolnikov med anafilaktično 
reakcijo in po njej, ki so bili obravnavani v Univerzitetni kliniki za pljučne bolezni in 
alergijo Golnik. 
 
Izvedbo študije je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko, soglasje št. 
0120-295/2017/3. Vsi vključeni bolniki in zdravi prostovoljci so bili predhodno seznanjeni 
s potekom in namenom raziskave ter so podpisali poseben ozaveščen pristanek za 
sodelovanje. 
 
3.1.2 Kemikalije  
Preglednica 3: Seznam kemikalij, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška št. 
Fiksacijski pufer BD CellFix 
 
BD Biosciences, New Jersey, ZDA 340181 
FLOW CAST stimulacijski pufer (IL-3) Bühlmann Diagnostic Corp, New 
Hampshire, ZDA 
B-CCR-STCON 
Pufer HBSS Gibco, Kalifornija, ZDA 14025-050 
Pufer MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
130-091-222 
Pufer PBS Immuno Concepts Inc., Kalifornija, ZDA SA1012 
Pufer za izpiranje BD CellWash solution BD Biosciences, New Jersey, ZDA 349524 
Raztopina za lizo eritrocitov BD FACS 
Lysing Solution 
BD Biosciences, New Jersey, ZDA 349202 
SPHERO AccuCount Fluorescent 
Particles 
Spherotech Inc., Illinois, ZDA ACFP-70-5 
Tripansko modrilo Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA T8154 
Voda, sterilno filtrirana Baxter, Illinois, ZDA AZKF7113 
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3.1.3 Protitelesa in rekombinantni proteini 
Preglednica 4: Seznam protiteles in rekombinantnih proteinov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem 
delu 
Protitelo oz. rekombinantni protein Proizvajalec Kataloška št. 
Anti-CCL2 Sigma-Aldrich, Missouri, ZDA M2420 
Anti-CD63/Anti-CD123/Anti-HLA-DR BD Biosciences, New Jersey, ZDA 341068 
CAST anti-IgE (FcεRI) Bühlmann Diagnostic Corp, New 
Hampshire, ZDA 
B-CAST-STD 
Komplet za izolacijo bazofilcev  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
130-092-662 
Humani rekombinantni CCL2 Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, 
ZDA 
RP-8648 
 
3.1.4 Laboratorijski material in oprema 
Preglednica 5: Seznam laboratorijskega materiala, ki smo ga uporabili pri raziskovalnem delu 
Laboratorijski material Proizvajalec Kataloška št. 
Avtomatska pipeta Multipette® stream Eppendorf, Hamburg, Nemčija 4986000017 
Centrifugirka 15 ml TPP, Trasadingen, Švica 91015 
Centrifugirka 50 ml Greiner bio-one, Kremsmünster, Avstrija 210 261 
Erlenmajerica 250 ml Kimble, New Jersey, ZDA 66500-500 
Hladilno stojalo za centrifugirke 
CoolRack® 15 ml 
Corning Inc., New York, ZDA BCS-153 
Hladilno stojalo za centrifugirke 
CoolRack® 50 ml 
Corning Inc., New York, ZDA BCS-154 
Inserti za plošče z luknjami, Costar Corning Inc., New York, ZDA 3421 
Kolona LS za separacijo v magnetnem polju 
MidiMACS™ 
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
130-042-401 
Pasteurjeva pipeta Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija 86.1171.001 
Pipetni nastavki Eppendorf 2-200 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000 870 
Pipetni nastavki Eppendorf 50-1000 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 073 460 
Pipetni nastavki Eppendorf 100-5000 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 0030 000 978 
Plošče s 24 luknjami, Costar Corning Inc., New York, ZDA 3526 
Ročna pipeta 2-20 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3120000038 
Ročna pipeta 10-100 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3120000046 
Ročna pipeta 20-200 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3120000054 
Ročna pipeta 100-1000 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3120000062 
Ročna pipeta 500-5000 μl Eppendorf, Hamburg, Nemčija 3120000070 
Separator MidiMACS™ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
130-042-302 
Steklena bučka, 1 l ISO lab, Wertheim, Nemčija 029.01.901 
Števna komora (Neubauerjeva komora) Assistent, Sondheim vor der Rhön, 
Nemčija 
40422002 
Stojalo za magnet MidiMACS™ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Nemčija 
130-042-303 
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Preglednica 6: Seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabili pri raziskovalnem delu 
Oprema Proizvajalec 
Celični inkubator, Function line Heraeus instruments, Hanau, Nemčija 
Centrifuga, model 5810 R  Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Hladilnik, model RB4095W Gorenje, Velenje, Slovenija 
Komora, model SCH 12 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija 
Vodna kopel, model WB-13, WB-13H Kambič, Semič, Slovenija 
Pretočni citometer BD FACS Canto II BD Biosciences, New Jersey, ZDA 
Sonifikacijska kopel Gen-Probe Inc., Kalifornija, ZDA 
Svetlobni mikroskop, model IX51 Olympus, Tokio, Japonska 
Vibracijsko mešalo Tehtnica, Železniki, Slovenija 
 
3.2 METODE 
Eksperimentalno delo smo v celoti izvedli v zaščitni komori z laminarnim pretokom zraka. 
3.2.1 Priprava raztopin 
3.2.1.1 Priprava pufra PBS 
Pripravili smo si litrsko stekleno bučko in vanjo stresli 10,2 g pakiranega PBS v obliki 
praška. Nato smo dolili sterilno filtrirano vodo (Baxter, Illinois, ZDA) do oznake, zaprli z 
zamaškom in premešali. Raztopino smo pustili stati na sobni temperaturi, dokler se prašek 
ni popolnoma raztopil. Nato smo pufer PBS hranili v hladilniku. 
3.2.1.2 Priprava pufra MACS 
Pufer za magnetno ločevanje celic MACS smo nalili v 50-mililitrske centrifugirke in jih 
postavili v sonifikacijsko kopel za 45 minut. S tem smo odstranili zračne mehurčke, ki bi 
lahko motili kasnejše ločevanje na koloni. 
3.2.1.3 Priprava raztopine rekombinantnega CCL2 
10 μg rekombinantnega CCL2 (rCCL2) smo raztopili v 100 μl pufra PBS. Začetna 
koncentracija je znašala 0,1 mg/ml. 18 μl raztopine rCCL2 smo odpipetirali v 4182 μl 
pufra HBSS in dobro resuspendirali (c = 50 nM). Od pripravljene raztopine 50 nM rCCL2 
smo odpipetirali 720 μl raztopine v 2880 μl pufra HBSS in dobro resuspendirali (c = 10 
nM). 
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3.2.2 Štetje celic 
Princip: Barvilo tripan modro je diazno barvilo, ki modro obarva mrtve celice, saj lahko 
prehaja skozi poškodovano celično membrano. Celice z nepoškodovano membrano se ne 
obarvajo, ker vzdržujejo mehanizme, ki zadržujejo barvilo izven celice. 
 
Pripravili smo homogeno suspenzijo celic za štetje, nato smo 20 μl celic pomešali s 
tripanskim modrilom v razmerju 1:1. Suspenzijo celic in barvila smo dobro premešali in jo 
nanesli na Neubauerjevo števno komoro ter jo pokrili s krovnim stekelcem. Celice smo 
prešteli pod svetlobnim mikroskopom v štirih kvadratih (Slika 7).  
 
 
Slika 7: Štetje z Neubauerjevo števno komoro 
 
Končna formula za izračun števila celic je bila naslednja: 
 
  
𝑁 =   
𝑁1 + 𝑁2 + 𝑁3 + 𝑁4
4
 ∗ 𝑅 ∗  104 ∗ 𝑉 
   ... (1) 
 
Pri čemer predstavlja: 
N… število celic v suspenziji 
N1… število preštetih celic v kvadratu 1 
N2… število preštetih celic v kvadratu 2 
N3… število preštetih celic v kvadratu 3 
N4… število preštetih celic v kvadratu 4 
104... volumen enega kvadrata [1/ml] 
V... volumen suspenzije, iz katere smo vzeli vzorec za štetje [ml] 
R... faktor redčitve 
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3.2.3 Izolacija bazofilcev 
3.2.3.1 Izolacija perifernih mononuklearnih celic iz polne krvi 
Princip: Periferne mononuklearne celice (PBMNC) smo izolirali po metodi, ki temelji na 
gradientnem centrifugiranju (Slika 8). V ta namen smo uporabili gostotni gradient 
Lympholyte-H. Le-ta ob stiku z eritrociti povzroči njihovo agregacijo in s tem hitrejšo 
sedimentacijo na dno centrifugirke. Granulocitom se ob stiku s hipertoničnim sredstvom 
Lympholyte-H poveča gostota in s tem tudi hitrost sedimentacije. Limfociti in monociti se 
zaradi svoje majhne gostote ne morejo prebiti skozi gostotni gradient, prav tako se ne 
posedejo bazofilci. S spiranjem se znebimo preostanka plazme, gostotnega gradienta in 
trombocitov z granulociti. 
 
Sveže odvzeto periferno polno kri (40 ml), ki smo jo zbrali v epruvete z izbranim 
antikoagulantom (litijev heparin, K3EDTA), smo razredčili s 3,5-kratnim volumnom pufra 
PBS v stekleni erlenmajerici. V 50-mililitrske centrifugirke smo nalili 15 ml gostotnega 
gradienta Lympholyte-H in nanj previdno naplastili 35 ml razredčene krvi s sterilno 
Pasteurjevo pipeto. Nato smo centrifugirali 30 min pri 1400 obr./min na sobni temperaturi 
brez zavore. Po končanem centrifugiranju smo s sterilno Pasteurjevo pipeto previdno 
odpipetirali srednjo plast PBMNC in jih prenesli v novo 50-mililitrsko centrifugirko. Dolili 
smo pufer PBS do 50 ml in centrifugirali 7 min pri 1200 obr./min. Odlili smo supernatant 
in pelet resuspendirali v 35 ml pufra PBS in centrifugirali 7 min pri 1000 obr./min. 
Ponovno smo odlili supernatant in pelet resuspendirali v 10 ml pufra PBS, odpipetirali smo 
50 μl za štetje celic in preostalo centrifugirali 7 min pri 1200 obr./min. Po centrifugiranju 
smo odlili supernatant. 
 
Slika 8: Izolacija perifernih mononuklearnih celic  
Na levi strani slike je shematski prikaz naplastitve razredčene krvi na gostotni gradient. Na desni strani slike 
je shematsko in z dejansko sliko prikazano stanje po centrifugiranju.  
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3.2.3.2 Magnetno označevanje celic in ločevanje na koloni 
Princip: Komplet za izolacijo bazofilcev vsebuje različna protitelesa, ki so specifična za 
krvne celice in ne za bazofilce. Koktajl z biotinom označenih protiteles vsebuje protitelesa, 
ki se vežejo na CD3, CD4, CD7, CD14, CD15, CD16, CD36, CD45RA, HLA-DR in 
CD235a. Ob dodatku anti-biotin mikrokroglic se nanje vežejo predhodno označene celice. 
Ob prehodu skozi kolono v magnetnem polju označene celice ostanejo ujete vanjo, 
bazofilci pa predstavljajo eluirano celično frakcijo (negativna selekcija). 
 
Magnetno označevanje je ves čas potekalo na hladnem, uporabljali smo hladilna stojala in 
ledeno mrzle pufre, da bi preprečili nespecifično vezavo protiteles na celice. 
 
PBMNC smo resuspendirali v 2 ml pufra MACS na 107 celic, nato smo centrifugirali 10 
min pri 1200 obr./min. Po centrifugiranju smo celice resuspendirali v 30 μl pufra MACS 
na 107 celic. Nato smo dodali 10 μl FcR blokirajočega reagenta (Miltenyi Biotec, Bergisch 
Gladbach, Nemčija) in 10 μl koktajla z biotinom označenih protiteles (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, Nemčija) na 107 celic ter vsakič dobro premešali. Nato smo inkubirali 
10 min pri 8 °C. Po inkubaciji smo dodali 30 μl pufra MACS in 20 μl anti-biotin 
mikrokroglic (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nemčija) na 107 celic in vsakič dobro 
premešali. Nato smo inkubirali 15 min pri 8 °C. Po koncu inkubacije smo celice sprali z 2 
ml pufra MACS na 107 celic in centrifugirali 7 min pri 1200 obr./min. Odlili smo 
supernatant in celice resuspendirali v 500 μl pufra MACS. 
 
Magnetno ločevanje je potekalo z uporabo MidiMACS™ separatorja, ki smo ga pritrdili na 
stojalo istega proizvajalca. Kolono velikosti LS smo najprej namestili v magnet, spodaj 
smo podstavili centrifugirko, v katero smo zbirali celice. Najprej smo kolono sprali s 
pufrom MACS, potem smo nanesli 500 μl suspenzije celic PBMNC. Spiranje s pufrom 
MACS smo nato ponovili še trikrat. Po končanem ločevanju smo v suspenziji zbrane 
neoznačene celice (bazofilce) centrifugirali 7 min pri 1200 obr./min. Supernatant smo 
odlili in celice dobro resuspendirali v 1 ml pufra MACS. Odvzeli smo 50 μl za štetje celic 
in preostalo centrifugirali 7 min pri 1200 obr./min. Po centrifugiranju smo supernatant 
odlili in celice resuspendirali v ustreznem volumnu pufra HBSS. 
 
3.2.4 Test aktivacije bazofilcev (BAT) 
Princip: Ob vezavi antigena na protitelo, ki je vezano na receptor FcεRI, pride do 
degranulacije bazofilcev in sproščanja histamina, s tem se izrazi tudi označevalec CD63. 
Pri neaktiviranih bazofilcih označevalca CD63 ni moč zaznati, saj je namreč izražen 
znotrajcelično na membrani granul, ki vsebujejo histamin. Uporablja se tribarvna tehnika 
označevanja s protitelesi anti-CD123/anti-HLA-DR/anti-CD63, kjer so bazofilci označeni 
kot CD123+/HLA-DR-. 
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V ločeni epruveti za pretočno citometrijo smo odpipetirali 50 μl krvi z izbranim 
antikoagulantom (litijev heparin, K3EDTA). V prvo smo dodali 10 μl stimulacijskega 
pufra, v drugo pa 3 μl stimulacijskega pufra in 7 μl anti-IgE. Vse smo dobro premešali na 
vibracijskem mešalniku. Epruvete smo inkubirali v topli vodni kopeli (37 °C) 15 min. Po 
preteku časa smo epruvete prestavili v hladno vodno kopel (4 °C). V vsako epruveto smo 
odpipetirali 10 μl označenih protiteles anti-CD63/anti-CD123/anti-HLA-DR in dobro 
premešali. Po 20 minutah inkubacije smo epruvete vzeli iz hladne vodne kopeli in v vsako 
odpipetirali 2 ml raztopine za lizo eritrocitov ter premešali na vibracijskem mešalu. 
Epruvete smo inkubirali 10 min v temi in jih nato centrifugirali 5 min pri 1600 obr./min. 
Po centrifugiranju smo odlili supernatant in dodali 2 ml raztopine za spiranje celic. 
Ponovno smo centrifugirali 5 min pri 1600 obr./min na sobni temperaturi in odlili 
supernatant. Na sediment smo dodali 180 μl fiksacijskega pufra in analizirali na pretočnem 
citometru FACS Canto II. 
 
3.2.5 Poskusi migracije bazofilcev 
3.2.5.1 Vpliv seruma na migracijo bazofilcev 
Migracija bazofilcev je potekala v prilagojenih Boydenovih komorah (Slika 9). Inserte s 
polikarbonatno membrano (velikost por: 5,0 μl) smo namestili v plošče za celične kulture s 
24 luknjami. Celice smo nasajali v gostoti 2 x 104 na luknjo. V zgornji del komore (insert) 
smo odpipetirali 100 μl celične suspenzije bazofilcev in 10 μl bazalnega seruma, pri tem 
smo pazili, da se s pipetnim nastavkom nismo dotaknili membrane v insertu. Celično 
suspenzijo smo pred vsakim pipetiranjem premešali na vibracijskem mešalu, s tem smo 
preprečili posedanje celic. V spodnji del komore (luknja) smo odpipetirali 500 μl pufra 
HBSS in 50 μl bazalnega seruma ali seruma odvzetega med anafilaktično reakcijo 
(anafilaktični serum). V tri ločene epruvete smo odpipetirali 100 μl celične suspenzije in 
dodali 10 μl bazalnega seruma. Po končanem pipetiranju smo s pinceto prenesli inserte s 
celično suspenzijo v luknje. Plošče in epruvete smo prestavili v celični inkubator (37 °C, 5 
% CO2), kjer smo jih inkubirali do 150 min. Vse poskuse smo izvedli v triplikatih. 
 
Slika 9: Migracija bazofilcev v prilagojenih Boydenovih komorah 
1 – Zgornji del komore (insert), 2 – Spodnji del komore (luknja plošče za celične kulture s 24 luknjami) 
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Za izdelavo krivulje migracije bazofilcev proti anafilaktičnemu serumu v odvisnosti od 
časa smo uporabili izolirane bazofilce treh različnih darovalcev in parne vzorce serumov 
treh različnih bolnikov z anafilaksijo. Plošče in epruvete smo inkubirali pri 37 °C in 5 % 
CO2 30 min, 60 min, 90 min, 120 min in 150 min. Poskus je potekal, kot je prikazano na 
Sliki 10. 
 
Za blokado migracije proti serumu smo uporabili izolirane bazofilce štirih različnih 
darovalcev in parne vzorce serumov petih različnih bolnikov z anafilaksijo. Bazalni in 
anafilaktični serum, ki smo ga dodali v spodnji del komore, smo predhodno blokirali z 
dodatkom nevtralizacijskega protitelesa anti-CCL2 v razmerju 1:10 in inkubirali 30 min. 
Plošče in epruvete smo inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2 150 min. Poskus je potekal, kot je 
prikazano na Sliki 10. 
 
 
Slika 10: Shema poskusov migracije bazofilcev proti (blokiranemu) serumu  
S prekinjeno črto je označena shema poskusa za izdelavo krivulje migracije bazofilcev proti anafilaktičnemu 
serumu v odvisnosti od časa inkubacije. Z neprekinjeno črto je označena shema poskusa migracije bazofilcev 
proti serumu, ki smo ga predhodno blokirali z nevtralizacijskim protitelesom anti-CCL2. HBSS – pufer 
HBSS, BS – bazalni serum, AS – anafilaktični serum, bBS – blokiran bazalni serum, bAS – blokiran 
anafilaktični serum 
 
3.2.5.2 Vpliv rekombinantnega CCL2 na migracijo bazofilcev 
Migracija bazofilcev je potekala v prilagojenih Boydenovih komorah (Slika 11). Inserte s 
polikarbonatno membrano (velikost por: 5,0 μl) smo namestili v plošče s 24 luknjami. 
Celice smo nasajali v gostoti 2 x 104 na luknjo. V zgornji del komore smo odpipetirali 100 
μl celične suspenzije bazofilcev in 10 μl avtolognega seruma, pri tem smo pazili, da se s 
pipetnim nastavkom nismo dotaknili membrane v insertu. Celično suspenzijo smo pred 
vsakim pipetiranjem premešali na vibracijskem mešalu, s tem smo preprečili posedanje 
celic. V spodnji del komore smo odpipetirali 550 μl raztopine 50 nM ali 10 nM rCCL2 in 
21 
Rihar M. Pomen anafilaktičnih faktorjev in CCL2 za migracijo bazofilcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
550 μl pufra HBSS. V spodnji del komore smo odpipetirali enak volumen in koncentraciji 
rCCL2, ki smo ga predhodno blokirali (30 min) z dodatkom nevtralizacijskega protitelesa 
anti-CCL2 v razmerju 1:10. V tri ločene epruvete smo odpipetirali 100 μl celične 
suspenzije in dodali 10 μl avtolognega seruma, te epruvete so predstavljale celotno število 
nasejanih bazofilcev v posamezno luknjo. Po končanem pipetiranju smo s pinceto prenesli 
zgornje dele komore s celično suspenzijo v spodnje dele komore. Plošče in epruvete smo 
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2 150 min. Poskusi so potekali, kot je prikazano na Sliki 12. 
 
Slika 11: Migracija bazofilcev v prilagojenih Boydenovih komorah  
1 – Zgornji del komore (insert), 2 – Spodnji del komore (luknja plošče za celične kulture s 24 luknjami) 
 
 
Slika 12: Shema migracije bazofilcev proti (blokiranem) rekombinantnem CCL2 
HBSS – pufer HBSS, rCCL2 – rekombinantni CCL2, anti-CCL2 – nevtralizacijsko protitelo anti-CCL2 
 
3.2.8 Zbiranje in označevanje bazofilcev ter izračun deleža migriranih celic  
Plošče in epruvete s celicami smo iz celičnega inkubatorja prenesli v komoro. S pinceto 
smo iz lukenj na plošči odstranili inserte. Vsebino lukenj smo pobrali s pomočjo pipete in 
jo prenesli v epruvete za pretočni citometer. Nato smo luknje sprali z 1 ml pufra PBS in 
vsebino zopet prenesli v pripadajoče epruvete za pretočni citometer. Epruvete smo 
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centrifugirali 5 min pri 1600 obr./min. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in prenesli 
vse epruvete v hladno vodno kopel (4 °C). Od tu naprej smo sledili protokolu BAT, 
opisanem v poglavju 3.2.4. Na koncu smo na sediment namesto 180 μl fiksacijskega pufra 
dodali 130 μl fiksacijskega pufra in 50 μl fluorescentnih delcev Spherotech. Delce smo 
pred vsakim pipetiranjem premešali na vibracijskem mešalu, da smo preprečili morebitno 
posedanje na dno. Na enak način smo označili tudi bazofilce, ki smo jih pri vsakem od 
poskusov odpipetirali v tri ločene epruvete. Sledila je analiza na pretočnem citometru 
(Slika 13). 
 
Slika 13: Označevanje bazofilcev (CD123+/HLA-DR-) pri pretočni citometriji 
Ker smo v vse analizirane vzorce dodali fluorescentne delce Spherotech, smo izračunali 
absolutno število bazofilcev po sledeči formuli: 
 
Absolutno število bazofilcev = (dogodki bazofilcev/dogodki delcev) * 50800 ... (2) 
 
Pri čemer predstavlja: 
dogodki bazofilcev... podatek, ki smo ga pridobili s pomočjo pretočne citometrije 
dogodki delcev... podatek, ki smo ga pridobili s pomočjo pretočne citometrije 
50800... število delcev Spherotech v 50 μl 
 
Za izračun deleža migriranih bazofilcev smo potrebovali podatek o absolutnem številu 
bazofilcev, ki so migrirali skozi polikarbonatno membrano in smo jih po inkubaciji pobrali 
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iz spodnjega dela komor, in podatek o absolutnem številu nasajenih bazofilcev, ki smo ga 
pridobili po analiziranju treh ločenih epruvet. Izračun migracije smo izvedli po sledeči 
formuli: 
 
Migracija (%) = (abs. št. migriranih bazofilcev/abs. št. nasajenih bazofilcev) * 100 ... (3) 
 
Pri čemer predstavlja: 
abs. št. migriranih bazofilcev... podatek o številu bazofilcev iz spodnjih delov komor, ki 
smo ga pridobili z izračunom po formuli (2) 
abs. št. nasajenih bazofilcev... podatek o absolutnem številu bazofilcev v treh ločenih 
epruvetah, ki smo ga pridobili z izračunom po formuli (2) 
 
3.2.9 Statistika 
Poskuse optimizacije izolacije bazofilcev smo izvedli v štirih neodvisnih ponovitvah, 
poskuse aktivacije in migracije bazofilcev pa v treh neodvisnih ponovitvah. Rezultate smo 
analizirali v programih Microsoft Office Excel 2016 in GraphPad Prism 7. Za ugotavljanje 
razlik med skupinami smo uporabili neparni t-test. Vsi rezultati so predstavljeni kot 
povprečja s standardnim odklonom (SD). Statistično značilne so razlike med skupinami, 
kjer je P < 0,05 (95 % interval zaupanja). 
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4 REZULTATI 
4.1 KLINIČNE ZNAČILNOSTI ZDRAVIH DAROVALCEV IN BOLNIKOV 
V raziskavo smo vključili osem zdravih posameznikov brez predhodnih znanih alergijskih 
obolenj, katerim je bila odvzeta periferna polna kri, iz katere smo izolirali bazofilce. 
Povprečna starost darovalcev je bila 32 let (razpon: 24-43), štiri so bile ženske in štirje 
moški.  
 
V raziskavo smo vključili osem bolnikov, ki so doživeli anafilaktično reakcijo in so bili 
rutinsko obravnavani na Univerzitetni kliniki za pljučne bolezni in alergijo Golnik. Pri teh 
bolnikih smo pridobili parne vzorce serumov med in po anafilaktični reakciji. Povprečna 
starost bolnikov je bila 59 let (razpon: 37-73), pet je bilo žensk (Preglednica 7). Pri vseh 
vzorcih serumov sta bili rutinsko pomerjeni koncentraciji CCL2 in triptaze. Vzrok za 
anafilaksijo je bil pri dveh bolnikih pik kožekrilca, pri dveh zdravilo, pri dveh hrana, pri 
dveh bolnikih pa vzrok anafilaksije ni poznan. Pet bolnikov je imelo simptome IV. stopnje 
anafilaksije po Muellerju, dva sta imela simptome III. stopnje in eden simptome II. stopnje. 
 
Preglednica 7: Klinične značilnosti bolnikov in pomerjene vrednosti CCL2 ter triptaze 
  Bazalni serum Anafilaktični serum 
Zap. 
št. 
Spol 
Starost 
[let] Sprožilec alergije 
Stopnja 
anafila
ksije 
CCL2 
[pg/ml] 
Triptaza  
[μg/l] 
CCL2 
[pg/ml] 
Triptaza 
[μg/l] 
1 M 73 kožekrilec (čebela) IV 324 9,8 1726 29,9 
2 M 67 idiopatski IV 290 9,2 2391 19,1 
3 Ž 53 kožekrilec (čebela) IV 230 3,0 1010 13,1 
4 M 44 idiopatski IV 246 3,4 4619 28,4 
5 Ž 76 zdravilo (klorheksidin) III 425 10,0 2377 26,0 
6 Ž 69 hrana (oreščki) II 654 6,4 1209 13,0 
7 Ž 49 hrana (moka) IV 264 6,5 1471 176,0 
8 Ž 37 zdravilo (penicilin) III 217 4,6 2201 12,8 
 
4.2 OPTIMIZACIJA POSTOPKA IZOLACIJE BAZOFILCEV 
V prvem delu raziskave smo optimizirali postopek izolacije bazofilcev glede na absolutni 
izplen, čistost in sposobnost aktivacije izoliranih bazofilcev iz krvi, odvzete v epruvete z 
dodanim heparinom ali EDTA.  
 
4.2.1 Absolutno število izoliranih bazofilcev 
Povprečno število izoliranih bazofilcev iz 40 ml krvi ob uporabi antikoagulanta heparina je 
bilo 11480 ± 7979, ob uporabi antikoagulanta EDTA pa 23615 ± 16794. V povprečju smo 
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izolirali 2-krat več bazofilcev iz krvi z EDTA kot iz krvi s heparinom, razlika pa ni bila 
statistično značilna (P = 0,240). Rezultati so prikazani na Sliki 14 kot absolutno število 
bazofilcev, pridobljenih po koncu izolacije.  
 
Slika 14: Absolutno število bazofilcev, izoliranih iz periferne krvi z dodanima antikoagulantoma 
heparinom ali EDTA  
Stolpčni diagram je prikaz povprečja štirih neodvisnih poskusov ± SD. 
 
4.2.2 Čistost izoliranih bazofilcev 
Povprečna čistost izolacije bazofilcev ob uporabi epruvete s heparinom znaša 71,0 ± 16,9 
%, ob uporabi epruvete z EDTA pa 75,4 ± 22,6 %. Statistično pomembnih razlik ob 
uporabi različnih antikoagulantov nismo ugotovili (P = 0,766). Rezultati so prikazani na 
Sliki 15, čistost izolacije je izražena kot delež bazofilcev v oknu za limfocite (angl. 
lymphocyte gate). 
 
Slika 15: Čistost izoliranih bazofilcev z dodanima antikoagulantoma heparinom ali EDTA 
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja štirih neodvisnih poskusov ± SD. 
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4.2.3 Sposobnost aktivacije izoliranih bazofilcev 
Po stimulaciji z anti-IgE stimulacijsko kontrolo se je v krvi s heparinom aktiviralo 80,1 ± 
25,3 % bazofilcev, v krvi z EDTA pa 34,0 ± 10,5 % bazofilcev. Po stimulaciji z anti-IgE je 
bila aktivacija bazofilcev v krvi s heparinom v povprečju 2,4-krat višja (P = 0,044) kot pri 
aktivaciji bazofilcev v krvi z EDTA (Slika 16). 
 
Slika 16: Aktivacija bazofilcev v krvi s heparinom in v krvi z EDTA po stimulaciji z anti-IgE 
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh neodvisnih poskusov ± SD (* P < 0,05). 
Ugotovili smo tudi razliko v samem vzorcu aktivacije pri obeh tipih vzorcev krvi: pri 
aktivaciji bazofilcev iz krvi z EDTA je prišlo do zamika celotne populacije bazofilcev 
(Slika 17A), medtem ko je bila aktivacija bazofilcev iz krvi s heparinom bolj intenzivna in 
razpršena (Slika 17B). 
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Slika 17: Aktivacija bazofilcev po stimulaciji z anti-IgE stimulacijsko kontrolo v krvi z EDTA ali v 
krvi s heparinom  
Reprezentativne slike analize aktivacije bazofilcev s pretočnim citometrom. Na levi strani je prikazana 
aktivacija bazofilcev v nestimulirani kontroli, na desni je prikaz aktivacije bazofilcev, stimuliranih z anti-IgE 
stimulacijsko kontrolo. A – aktivacija bazofilcev v krvi z EDTA, B – aktivacija bazofilcev v krvi s 
heparinom 
 
4.3 VPLIV SERUMA NA MIGRACIJO BAZOFILCEV 
V drugem delu raziskave smo proučili vpliv seruma, pridobljenega pri bolnikih z 
anafilaksijo (anafilaktični serum) in po njej (bazalni serum), na migracijo bazofilcev in 
vitro v različnih časovnih intervalih (30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min). 
 
Ugotovili smo, da po 30, 60 in 90 min ni prišlo do statistično pomembnih razlik v deležu 
bazofilcev, ki so migrirali proti anafilaktičnemu serumu v primerjavi z deležem bazofilcev, 
ki so migrirali proti bazalnemu serumu. Po 120 min inkubacije smo pri darovalcu 1 
ugotovili povečano migracijo bazofilcev proti anafilaktičnemu serumu v primerjavi z 
bazalnim serumom (41,4 ± 5,6 % proti 27,15 ± 4,2 %; P = 0,025) (Slika 18A). Nasprotno 
te razlike pri darovalcu 2 in darovalcu 3 nismo uspeli potrditi (obe vrednosti P > 0,05). Po 
150 min inkubacije smo ugotovili statistično značilno povečanje v migraciji proti 
anafilaktičnemu serumu pri darovalcu 1 (65,8 ± 5,9 % proti 37,4 ± 9,5 %; P = 0,035) ter 
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pri darovalcu 2 (66,8 ± 3,7 % proti 24,7 ± 12,5 %; P = 0,045) (Slika 18B), pri darovalcu 3 
pa smo ugotovili trend proti povečani migraciji proti anafilaktičnemu serumu (29,4 ± 2,3 
% proti 18,1 ± 3,1 %; P = 0,054) (Slika 18C). Skupno je pri darovalcu 1 po 150 min 
migriralo do 69,9 % bazofilcev, pri darovalcu 2 do 69,5 % bazofilcev in pri darovalcu 3 do 
31,1 % bazofilcev. 
 
Slika 18: Migracija bazofilcev proti anafilaktičnemu in bazalnemu serumu 
Točke na grafu predstavljajo povprečje treh neodvisnih ponovitev poskusa ± SD. A – darovalec 1 in vzorec 
seruma bolnika 1, B – darovalec 2 in vzorec seruma bolnika 2, C – darovalec 3 in vzorec seruma bolnika 3, 
(* P < 0,05) 
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4.4 VPLIV BLOKADE SERUMA Z ANTI-CCL2 NA MIGRACIJO BAZOFILCEV 
V tretjem delu raziskave smo preverili ali blokada CCL2 z nevtralizacijskim protitelesom 
anti-CCL2 v serumu vpliva na migracijsko sposobnost bazofilcev. Ker smo v točki 4.3 
ugotovili največje razlike v migraciji po 150 min inkubacije, smo nato ta čas uporabili za 
izvedbo poskusov blokade migracije bazofilcev proti anafilaktičnemu serumu z anti-CCL2. 
 
Proti anafilaktičnemu serumu bolnika 4 je v povprečju migriralo 17,7 ± 1,8 % bazofilcev 
darovalca 4, medtem ko je po blokadi z anti-CCL2 migriralo le 7,2 ± 3,3 % bazofilcev. V 
povprečju je bila migracija po blokadi 2,5-krat manjša, ugotovljena razlika pa je bila 
statistično značilna (P = 0,008) (Slika 19A). Proti anafilaktičnemu serumu bolnika 5 je v 
povprečju migriralo 44,9 ± 32,0 % bazofilcev darovalca 5, po blokadi z anti-CCL2 pa je 
migriralo le 25,3 ± 6,4 % bazofilcev, razlika ni bila statistično značilna (P = 0,365) (Slika 
19B). Proti anafilaktičnemu serumu bolnika 6 je v povprečju migriralo 60,8 ± 11,2 % 
bazofilcev darovalca 6, po blokadi z anti-CCL2 pa je migriralo 46,3 ± 3,5 % bazofilcev, 
razlika ni bila statistično značilna (P = 0,098) (Slika 19C). Proti anafilaktičnemu serumu 
bolnika 7 je v povprečju migriralo 14,0 ± 7,6 % bazofilcev darovalca 5, po blokadi z anti-
CCL2 pa je migriralo le 6,0 ± 0,8 % bazofilcev, razlika ni bila statistično značilna (P = 
0,143) (Slika 19D). Proti anafilaktičnemu serumu bolnika 8 je v povprečju migriralo 49,6 ± 
8,9 % bazofilcev darovalca 8, po blokadi z anti-CCL2 pa je migriralo le 44,4 ± 17,9 % 
bazofilcev, razlika pa prav tako ni bila statistično značilna (P = 0,673) (Slika 19E). 
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Slika 19: Migracija bazofilcev po blokadi seruma z nevtralizacijskim protitelesom anti-CCL2  
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh neodvisnih ponovitev poskusa ± SD (** P < 0,01). A – darovalec 4 
in vzorec seruma bolnika 4, B – darovalec 5 in vzorec seruma bolnika 5, C – darovalec 6 in vzorec seruma 
bolnika 6, D – darovalec 5 in vzorec seruma bolnika 7, E – darovalec 8 in vzorec seruma bolnika 8. BS: 
bazalni serum, AS: anafilaktični serum 
4.4.1 Aktivacija bazofilcev pri migraciji proti serumu 
Želeli smo preveriti, ali migracija bazofilcev proti anafilaktičnemu serumu vpliva na 
aktivacijo bazofilcev.  
 
Pri migraciji bazofilcev darovalca 4 proti anafilaktičnemu serumu bolnika 4 se je aktiviralo 
0,6 ± 0,9 % bazofilcev, pri migraciji proti bazalnemu serumu pa 1,1 ± 0,6 % bazofilcev (P 
= 0,575) (Slika 20A). Pri migraciji bazofilcev darovalca 5 proti anafilaktičnemu serumu 
31 
Rihar M. Pomen anafilaktičnih faktorjev in CCL2 za migracijo bazofilcev.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
bolnika 5 se je aktiviralo 1,7 ± 0,5 % bazofilcev, pri migraciji proti bazalnemu serumu pa 
0,9 ± 1,6 % bazofilcev (P = 0,427) (Slika 20B). Pri migraciji bazofilcev darovalca 6 proti 
anafilaktičnemu serumu bolnika 6 se je aktiviralo 4,4 ± 1,6 % bazofilcev, pri migraciji 
proti bazalnemu serumu pa 5,5 ± 2,0 % bazofilcev (P = 0,485) (Slika 20C). Pri migraciji 
bazofilcev darovalca 5 proti anafilaktičnemu serumu bolnika 7 se je aktiviralo 5,8 ± 3,6 % 
bazofilcev, pri migraciji proti bazalnemu serumu pa 2,3 ± 1,0 % bazofilcev (P = 0,175) 
(Slika 20D). Pri migraciji bazofilcev darovalca 8 proti anafilaktičnemu serumu bolnika 8 
se je aktiviralo 9,8 ± 2,2 % bazofilcev, pri migraciji proti bazalnemu serumu pa 7,2 ± 1,9 
% bazofilcev (P = 0,188) (Slika 20E). Gledano skupno v nobenem primeru nismo zaznali 
statistično pomembne razlike v aktivaciji bazofilcev, ki so migrirali proti bazalnemu 
serumu in aktivaciji bazofilcev, ki so migrirali proti anafilaktičnemu serumu. 
 
Slika 20: Aktivacija bazofilcev pri migraciji proti serumu  
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh neodvisnih ponovitev poskusa ± SD. A – darovalec 4 in vzorec 
seruma bolnika 4, B – darovalec 5 in vzorec seruma bolnika 5, C – darovalec 6 in vzorec seruma bolnika 6, D 
– darovalec 5 in vzorec seruma bolnika 7, E – darovalec 8 in vzorec seruma bolnika 8. BS: bazalni serum, 
AS: anafilaktični serum 
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4.5 VPLIV REKOMBINANTNEGA CCL2 NA MIGRACIJO BAZOFILCEV 
Za potrditev ključne vloge CCL2 pri migraciji bazofilcev smo v zadnjem delu raziskave 
določili vpliv humanega rCCL2 in vpliv blokade rCCL2 z nevtralizacijskim protitelesom 
anti-CCL2 na migracijsko sposobnost bazofilcev. 
 
Po 150 min inkubacije je proti raztopini 50 nM rCCL2 migriralo 14,0 ± 8,1 % bazofilcev, 
po blokadi 50 nM rCCL2 z anti-CCL2 je migriralo le še 0,8 ± 0,1 % bazofilcev. V 
povprečju se je migracija zmanjšala 17,5-krat, razlika je bila statistično značilna (P = 
0,047). Po 150 min inkubacije je proti raztopini 10 nM rCCL2 migriralo 8,1 ± 4,0 % 
bazofilcev, po blokadi 10 nM rCCL2 z anti-CCL2 je migriralo 0,8 ± 0,6 % bazofilcev. 
Tudi v tem primeru je bila razlika statistično značilna (P = 0,036) in v povprečju 
predstavlja 10,1-kratno zmanjšanje migracije zaradi blokade 10 nM rCCL2. Spontana 
migracija proti pufru HBSS, v katerem je bil raztopljen rCCL2 je bila 0,8 ± 0,7 % (Slika 
21).  
 
Slika 21: Migracija in blokada migracije bazofilcev proti rCCL2 
Stolpčni grafikon je prikaz povprečja treh neodvisnih ponovitev poskusa ± SD (* P < 0,05). 
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5 RAZPRAVA 
Nedavne raziskave kažejo, da imajo bazofilci pomembno vlogo pri razvoju akutne 
anafilaktične reakcije (Korošec in sod., 2017). Kemoatraktivni proteini z vezavo na 
kemokinske receptorje sprožijo migracijo različnih tipov celic, vključno z bazofilci 
(Baggiolini in Loetscher, 2000). Predvidevajo, da ima kemokin CCL2 ključno vlogo pri 
migraciji bazofilcev iz periferne krvi v vneta tkiva (Korošec in sod., 2017). V predstavljeni 
raziskavi smo optimizirali postopek izolacije bazofilcev iz periferne krvi, nato pa smo 
proučili vpliv seruma, odvzetega med anafilaktično reakcijo, na migracijo bazofilcev in 
vitro. Preverili smo tudi, kako blokada CCL2 v serumu z nevtralizacijskim protitelesom 
anti-CCL2 vpliva na migracijo. Vlogo CCL2 pri migraciji bazofilcev smo potrdili s 
poskusom, kjer smo pokazali, da humani rCCL2 vpliva na povečano migracijo, njegova 
blokada z anti-CCL2 pa se odraža v znižani migracijski sposobnost bazofilcev. 
 
S prvo zastavljeno hipotezo smo predpostavljali, da je mogoče optimizirati postopek 
izolacije bazofilcev glede na absolutni izplen, čistost in sposobnost aktivacije izoliranih 
bazofilcev iz periferne krvi, odvzete v epruvete z dodanim heparinom ali EDTA. Absolutni 
izplen bazofilcev je bil v povprečju 2-krat večji iz krvi z EDTA kot iz krvi s heparinom, 
razlika pa ni bila statistično značilna (Slika 14). Ugotovili smo tudi, da se čistost izoliranih 
bazofilcev ni bistveno razlikovala med uporabljenima antikoagulantoma (Slika 15). V obeh 
primerih smo v povprečju dosegli več kot 70 % čistost. V prejšnjih raziskavah proučevanja 
migracije bazofilcev so pri poskusih uporabili bazofilce različnih čistosti (Iikura in sod., 
2004; Suzukawa in sod., 2005). Iikura in sod. (2004) so tako za svoj eksperiment uporabili 
bazofilce z 12- in 95-odstotno čistostjo. Ugotovili so, da kontaminirajoče celice bistveno 
ne vplivajo na migracijsko sposobnost bazofilcev in vitro. 
 
Po stimulaciji s stimulacijsko kontrolo anti-IgE (FcεRI) se je v krvi s heparinom aktiviralo 
80 % bazofilcev, v krvi z EDTA pa več kot 2-krat manj (Slika 16). Pri aktivaciji bazofilcev 
iz krvi z EDTA je prišlo do zamika celotne populacije bazofilcev, medtem ko je bila 
aktivacija bazofilcev iz krvi s heparinom bolj intenzivna in razpršena (Slika 17). 
Predvidevamo, da je razlog za razlike v aktivaciji bazofilcev v mehanizmu delovanja 
antikoagulantov. Heparin preprečuje strjevanje krvi preko interakcije z antitrombinom III, 
ki nato inaktivira koagulacijske faktorje v krvi (Hirsh in Levine, 1992). EDTA je kelatni 
ligand, ki veže katione (največkrat Ca2+) v stehiometričnem razmerju 1:1, s čimer prepreči 
strjevanje krvi (Banfi in sod. 2007). Bazofilci slabše degranulirajo v krvi z EDTA, dodatek 
kalcijevih ionov med samo stimulacijo pa lahko spodbudi njihovo degranulacijo 
(Hoffmann in sod., 2015). Heparin ima prednost pred EDTA, ker ne vpliva na ione, 
prisotne v krvi (Ibeagha-Awemu in sod., 2012). Glede na dobljene rezultate smo za 
poskuse migracije uporabili kri s heparinom, saj smo želeli v nadaljnjem eksperimentalnem 
delu preveriti ali se bazofilci med migracijo tudi aktivirajo. Potrdili smo prvo hipotezo, da 
je mogoče optimizirati postopek izolacije bazofilcev iz periferne krvi. 
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Z drugo zastavljeno hipotezo smo predpostavljali, da se v serumu bolnikov z anafilaktično 
reakcijo nahajajo faktorji, ki vplivajo na migracijsko sposobnost bazofilcev in vitro. 
Novost naše raziskave je bilo opazovanje migracijske sposobnosti bazofilcev različnih 
darovalcev proti serumu bolnikov z anafilaksijo. Po 150 min smo pri darovalcu 1 in 2 
ugotovili povečano migracijo proti anafilaktičnemu serumu (obe vrednosti P < 0,05), pri 
darovalcu 3 pa smo ugotovili trend povečane migracije proti anafilaktičnemu serumu (P = 
0,054) (Slika 18). Raziskav, ki proučujejo vpliv seruma na migracijo bazofilcev, v 
pregledani literaturi še nismo zasledili, zato težko direktno primerjamo dobljene rezultate z 
rezultati predhodnih raziskav. Glavna razlika med predhodnimi raziskavami in našo 
raziskavo je v tem, da smo uporabili vzorce serumov bolnikov, preostali raziskovalci pa 
proteine v pufru. Vseeno pa smo podobno kot predhodniki ugotovili migracijo bazofilcev 
po 150 min inkubacije (Yamaguchi in sod., 1992; Suzukawa in sod., 2005).  
 
Predvidevamo tudi, da imajo bazofilci različnih darovalcev različno migracijsko 
sposobnost, ki se kaže v drugačnem največjem deležu migriranih bazofilcev. Pri darovalcih 
1 in 2 največji delež migriranih bazofilcev znaša približno 70 %, pri darovalcu 3 pa okoli 
30 %, kar je več kot 2-krat manj (Slika 18). Predvidevamo, da so možni vzroki za opažene 
razlike različne migracijske lastnosti bazofilcev, ki bi lahko bile odvisne tudi od izraženosti 
kemokinskih receptorjev na površini celic. Prejšnje raziskave so namreč pokazale, da 
različni kemokinski receptorji niso v enaki meri izraženi na površini bazofilcev različnih 
darovalcev (Iikura in sod., 2001; Pan in sod., 2017). Možen razlog za razlike v največjem 
deležu migriranih bazofilcev so lahko tudi različni vzorci serumov bolnikov, ki se 
razlikujejo v izmerjenih vrednostih kemokina CCL2. Do razlike v največjem deležu 
migriranih bazofilcev pri darovalcu 3 je lahko prišlo, ker smo uporabili anafilaktični 
serum, ki je imel približno 2-krat manjšo izmerjeno koncentracijo CCL2 (c = 1010 pg/ml) 
v primerjavi z uporabljenima serumoma pri darovalcih 1 in 2 (c = 1726 pg/ml; c = 2391 
pg/ml). Na dobljene razlike bi lahko vplivala tudi različna gostota in osmolarnost serumov. 
Prav tako so v serumu prisotni še drugi faktorji, ki jih nismo določili in bi lahko vplivali na 
razlike v migraciji, npr. različni elektroliti, hormoni, citokini, globulini in eksogene 
substance (Kaneko, 1997).  
Drugo hipotezo, da se v serumu bolnikov z anafilaktično reakcijo nahajajo faktorji, ki 
vplivajo na migracijsko sposobnost bazofilcev, smo tako delno potrdili. 
 
S tretjo zastavljeno hipotezo smo predpostavljali, da ima kemokin CCL2 ključno vlogo pri 
migraciji bazofilcev, zato bo blokada CCL2 v serumu vplivala na migracijsko sposobnost 
bazofilcev in vitro. Glede na dobljene rezultate lahko zaključimo, da se je migracija proti 
anafilaktičnemu serumu ob uporabi nevtralizacijskega protitelesa anti-CCL2 v nekaterih 
primerih zmanjšala, vendar hipoteze ne moremo potrditi (Slika 19). Največjo blokado 
migracije bazofilcev smo zaznali pri darovalcu 4, ko se je migracija zmanjšala 2,5-krat (P 
= 0,008), pri ostalih darovalcih pa nismo ugotovili statistično pomembnega zmanjšanja 
migracije po blokadi z anti-CCL2. Predvidevamo, da je lahko vzrok za dobljene razlike v 
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različnih izmerjenih koncentracijah CCL2 v anafilaktičnih serumih bolnikov. Pri darovalcu 
4 smo uporabili serum, ki je imel največjo koncentracijo CCL2  
(c = 4619 pg/ml) v primerjavi z ostalimi uporabljenimi serumi. Podobno kot pri 
proučevanju migracije bazofilcev proti serumu smo tudi v tem delu raziskave opazili 
razlike v deležu migriranih bazofilcev med posameznimi darovalci. 
 
Delež migriranih bazofilcev pri različnih darovalcih po 150 min inkubacije je bil med 20 % 
in 70 %. Podobno predvidevamo, da je vzrok za različen največji delež migriranih 
bazofilcev darovalcev posledica različne migracijske sposobnosti bazofilcev. Kot smo 
omenili že prej, lahko vzrok leži v neenakomerni izraženosti kemokinskih receptorjev na 
površini bazofilcev različnih darovalcev (Iikura in sod., 2001; Pan in sod., 2017). Drug 
možen vzrok je uporaba različnih vzorcev serumov bolnikov, ki se razlikujejo v izmerjenih 
vrednostih kemokina CCL2. Prav tako lahko na dobljene razlike vplivajo še drugi faktorji, 
prisotni v serumu (Kaneko, 1997). Pri darovalcu 5 je moč opaziti razliko med največjim 
deležem migriranih bazofilcev, ki so migrirali proti serumu bolnika 5 in proti serumu 
bolnika 7 (80 % in 25 %). Predvidevamo, da je možen vzrok za dobljeno razliko v 
koncentracijah CCL2 v vzorcih serumov bolnikov. Izmerjena koncentracija CCL2 v 
vzorcu seruma bolnika 5 je znašala 2377 pg/ml, v vzorcu seruma bolnika 7 pa 1471 pg/ml. 
Opazili smo tudi, da je bil delež migriranih bazofilcev najnižji (le okoli 20 %) v primerih, 
ko smo uporabili vzorce serumov bolnikov 4 in 7. Omenjena bolnika sta imela tudi 
najvišjo stopnjo anafilaksije (IV) in največjo izmerjeno koncentracijo triptaze v serumu. 
Predvidevamo, da se lahko v serumu nahajajo še drugi anafilaktični faktorji, ki bi lahko 
motili proces migracije bazofilcev zaradi CCL2, kar se posledično odraža v nižji celokupni 
migraciji. 
 
Zanimalo nas je tudi ali migracija bazofilcev povzroči tudi njihovo aktivacijo. Skupno 
gledano v nobenem primeru nismo zaznali statistično pomembnih razlik v aktivaciji 
bazofilcev, ki so migrirali proti bazalnemu serumu in aktivaciji bazofilcev, ki so migrirali 
proti anafilaktičnemu serumu (Slika 20). Na podlagi tega rezultata sklepamo, da 
anafilaktični faktorji v serumu bolnikov ne vplivajo na povečano aktivacijo bazofilcev. V 
predhodnih raziskavah so preučevali, kako na aktivacijo bazofilcev vplivajo različni 
citokini, med njimi sta bila tudi kemokina CCL2 in CCL5. Izsledki raziskav nakazujejo, da 
največjo aktivacijo bazofilcev izzove CCL2 (Bischoff in sod., 1992, 1993). Naših 
rezultatov ne moremo neposredno primerjati z rezultati predhodnih raziskav, saj smo pri 
poskusih migracije bazofilcev uporabili vzorce serumov, Bischoff in sod. (1992, 1993) pa 
čiste proteine v pufru. Koncentracije CCL2 v serumih so bile znatno nižje od tistih, ki so jo 
uporabili v omenjeni raziskavi. Poleg tega smo v naši raziskavi spremljali aktivacijo 
bazofilcev s pomočjo izraženosti označevalca degranulacije CD63, Bischoff in sod. (1992, 
1993) pa so spremljali celokupno sproščanje histamina s testom ELISA. 
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Da bi potrdili ključno vlogo CCL2 pri migraciji bazofilcev, smo v zadnjem delu raziskave 
določili vpliv humanega rCCL2 na migracijo bazofilcev in določili vpliv blokade rCCL2 
na migracijsko sposobnost bazofilcev (Slika 21). Rezultati so pokazali, da je migracija 
proti rCCL2 koncentracijsko odvisna. Proti raztopini 50 nM rCCL2 je migriralo približno 
2-krat več bazofilcev v primerjavi z raztopino 10 nM rCCL2. Spontana migracija proti 
pufru HBSS je bila zanemarljiva, migriralo je manj kot en odstotek bazofilcev. V 
povprečju se je po blokadi z nevtralizacijskim protitelesom anti-CCL2 migracija proti 50 
nM rCCL2 zmanjšala 17,5-krat, migracija proti 10 nM rCCL2 pa se je zmanjšala 10-krat. 
Glede na dobljene rezultate lahko zaključimo, da je migracija bazofilcev odvisna od 
koncentracije rCCL2 in da blokada z anti-CCL2 zmanjša migracijo bazofilcev. S tem smo 
uspešno potrdili rezultate drugih raziskovalnih skupin, ki so prav tako proučevali vpliv 
rCCL2 na migracijo bazofilcev. Iikura in sod. (2004) so v svoji raziskavi enako kot mi 
uporabili raztopino 50 nM rCCL2, Suzukawa in sod. (2005) pa so uporabili 2-krat večjo 
(100 nM) koncentracijo rCCL2. V naši raziskavi je proti raztopini 50 nM rCCL2 v 
povprečju migriralo okoli 15 % bazofilcev, pri ostalih obstoječih raziskavah pa ne glede na 
uporabljeno koncentracijo rCCL2 okoli 25 % bazofilcev. 
 
Zavedamo se, da ima naša raziskava določene pomanjkljivosti, ki jih moramo upoštevati 
pri interpretaciji rezultatov. Kljub temu, da je bila čistost izoliranih bazofilcev visoka (70 
%), so obstajale nekatere razlike med posameznimi poskusi. Predvidevamo, da bi lahko bil 
razlog za te napake v preštetih PBMNC, ki smo jih šteli ročno pod mikroskopom v 
Neubauerjevi komori. Do napake v štetju bi lahko prišlo, ker celična suspenzija ni bila 
homogena in zato števni vzorec ni bil reprezentativen. Možno je tudi, da se barvilo ni 
dobro premešalo ali pa smo prešteli tudi mrtve celice. Če je bilo število PBMNC 
podcenjeno, bi lahko v nadaljevanju dodali premajhno količino protiteles, saj smo le-to 
uravnavali glede na celotno število PBMNC v vzorcu. Ker pa gre pri izolaciji bazofilcev za 
negativno selekcijo, kjer s protitelesi označimo vse ostale celice razen bazofilcev, bi to 
lahko imelo za posledico nižjo čistost izoliranih bazofilcev. Do napak je lahko prišlo tudi 
pri štetju izoliranih bazofilcev, saj mikroskopsko ni mogoče ločiti med bazofilci in 
kontaminirajočimi PBMNC. V raziskavi smo uporabili vzorce serumov anafilaktičnih 
bolnikov, ki so heterogeni in se med seboj razlikujejo tako v izmerjeni koncentraciji CCL2 
kot tudi v drugih lastnostih. V serumu se lahko nahajajo še drugi kemokini, ki niso bili 
izmerjeni in bi lahko vplivali na migracijo celic. Poleg CCL2 sta pomembna še dva vnetna 
kemokina, CCL5 in CCL11, ki imata prav tako sposobnost induciranja migracije 
bazofilcev. Bischoff in sod. (1993) so pokazali, da poleg CCL2 tudi CCL5 inducira 
migracijo bazofilcev. Iikura in sod. (2004) so v svojih raziskavah pokazali, da tako CCL5 
kot CCL11 inducirata migracijo bazofilcev skozi endotelij. V prihodnje bi bilo tako 
potrebno določiti tudi vsebnost omenjenih kemokinov v serumu. Bolniki, katerim so bili 
odvzeti vzorci seruma, se med sabo razlikujejo tudi po sprožilcu alergije in stopnji 
anafilaksije. Alergijo so pri bolnikih, vključenih v našo raziskavo, povzročili kožekrilci, 
hrana, zdravila ali pa sprožilec ni bil znan. Pet bolnikov je imelo simptome IV. stopnje 
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anafilaksije po Muellerju, dva sta imela simptome III. stopnje in eden simptome II. stopnje. 
Za posamezne poskuse smo uporabili različne darovalce bazofilcev. Ugotovili smo, da so 
vrednosti največjega migriranega deleža bazofilcev precej različne med sabo, kar otežuje 
primerjavo in interpretacijo rezultatov. Za nadaljnje raziskave bi bilo tako smiselno 
uporabiti združen vzorec bazofilcev različnih darovalcev. Potrebno bi bilo določiti še druge 
faktorje, ki se nahajajo v serumu anafilaktičnih bolnikov in bi lahko dodatno vplivali na 
migracijsko sposobnost bazofilcev.  
 
V naši raziskavi smo potrdili, da serum bolnikov z anafilaksijo vsebuje faktorje, ki vplivajo 
na migracijo bazofilcev in vitro, vendar pa nismo uspeli potrditi, da blokada CCL2 v 
serumu vpliva na znižanje migracije. Potrdili smo tudi vpliv CCL2 na migracijo 
bazofilcev, saj so bazofilci uspešno migrirali proti rCCL2, po blokadi le-tega pa se je 
migracija znižala. Sklepamo, da anafilaktični faktorji v serumu bolnikov vplivajo na 
migracijo bazofilcev, vendar z modelom migracije proti serumu ni mogoče potrditi, da 
inaktivacija CCL2 v serumu vpliva na znižano migracijo, lahko pa smo to potrdili v 
izoliranem sistemu, kjer smo uporabili raztopino rCCL2. V prihodnjem delu predlagamo 
proučevanje migracije bazofilcev z uporabo polikarbonatnih membran, na katerih je 
nasajena plast endotelijskih celic. Pomembno bo tudi proučiti, katere celice so vir CCL2 
med anafilaksijo. 
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6 SKLEPI 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo naslednje: 
 
• Možna je optimizacija postopka izolacije bazofilcev glede na absolutni izplen, 
čistost in sposobnost aktivacije izoliranih bazofilcev iz periferne krvi. Glede na 
pridobljene rezultate sklepamo, da je za proučevanje migracije bazofilcev, kjer 
spremljamo tudi njihovo aktivacijo, ustreznejša uporaba krvi s heparinom kot pa 
krvi z EDTA. 
• Serum bolnikov z anafilaksijo vsebuje faktorje, ki vplivajo na migracijo bazofilcev 
in vitro, saj smo po 150 min ugotovili statistično povečano migracijo proti 
anafilaktičnemu serumu v primerjavi z migracijo proti bazalnemu serumu. 
• Z modelom migracije bazofilcev proti serumu ni mogoče potrditi, da inaktivacija 
CCL2 v serumu vpliva na znižano migracijo, saj po 150 min v večini (4/5) 
primerov nismo ugotovili statistično zmanjšane migracije bazofilcev ob uporabi 
nevtralizacijskega protitelesa anti-CCL2. 
• CCL2 vpliva na migracijo bazofilcev, saj smo po 150 minutah ugotovili statistično 
povečano migracijo proti različnim koncentracijam raztopine rCCL2, migracija pa 
je bila koncentracijsko odvisna. Potrdili smo tudi, da blokada raztopine rCCL2 z 
nevtralizacijskim protitelesom anti-CCL2 zmanjša migracijo bazofilcev. 
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7 POVZETEK 
Alergijska reakcija je preobčutljivostna reakcija, ki nastane ob ponovnem stiku z 
alergenom. Alergeni so sami po sebi telesu nenevarne snovi, ki povzročijo vnetni odziv. 
Kadar alergen v minutah povzroči simptome prizadetosti dihal in kardiovaskularnega 
sistema, govorimo o akutni alergijski reakciji oziroma anafilaksiji. Omenjeno bolezensko 
stanje je lahko življenjsko nevarno, zato je nujno takojšnje ukrepanje. Glavne efektorske 
celice anafilaksije so mastociti, ki se nahajajo v tkivih, in bazofilci, ki jih najdemo v 
periferni krvi. Oboji proizvajajo veliko različnih mediatorjev in izražajo različne 
površinske receptorje. Eden izmed njih je visoko afinitetni receptor za IgE (FcεRI), ki nase 
veže protitelesa IgE, ki so nastala ob prvem stiku z alergenom. Ko alergen znova vstopi v 
telo, se veže na specifične IgE na receptorju FcεRI, kar sproži degranulacijo mastocitov in 
bazofilcev, ob tem pa se sprostijo različni mediatorji, ki vplivajo na nastanek simptomov 
preobčutljivostne reakcije. 
Kemokini spadajo v družino kemoatraktivnih proteinov. Delujejo preko vezave na 
specifične celične transmembranske receptorje, ki so povezani z G-proteini. Ob vezavi 
kemokina na receptor se sproži val znotrajceličnih signalnih kaskad, ki izzovejo migracijo 
celic. Večina kemokinov, ki jih proizvede človeško telo, je vnetnih, med njih štejemo tudi 
CCL2, CCL5 in CCL11. Znano je, da imajo vsi omenjeni kemokini sposobnost 
privabljanja bazofilcev. Kemokin CCL2 je prvi odkrit humani kemokin. Veže se na 
kemokinski receptor CCR2 na površini bazofilcev in izzove njihovo migracijo. Vloga 
bazofilcev pri anafilaksiji dolgo časa ni bila znana, nedavne raziskave pa predvidevajo, da 
med anafilaksijo bazofilci migrirajo iz krvi v tkivo, pri čemer naj bi imel ključno vlogo 
CCL2. 
 
Namen naše raziskave je bil določiti vpliv anafilaktičnih faktorjev in CCL2 v serumu 
bolnikov na migracijo bazofilcev in vitro. V raziskavo smo vključili zdrave darovalce brez 
znanih alergijskih obolenj, pri katerih smo iz sveže odvzete periferne krvi izolirali 
bazofilce. Po izolaciji perifernih mononuklearnih celic smo bazofilce izolirali z negativno 
imunomagnetno selekcijo. Primerjali smo učinkovitost izolacije bazofilcev glede na 
absolutni izplen, čistost in sposobnost aktivacije izoliranih bazofilcev iz krvi z dodanima 
antikoagulantoma heparinom ali EDTA. V poskusih migracije smo uporabili parne vzorce 
serumov bolnikov med anafilaktično reakcijo in po njej, ki so bili obravnavani v 
Univerzitetni kliniki za pljučne bolezni in alergijo Golnik. Bazofilce smo nasadili v 
zgornje dele komor v gostoti 2 x 104 celic na luknjo. V spodnje dele komor smo dodali 
anafilaktični ali bazalni serum. Migracija bazofilcev je potekala v prilagojenih Boydenovih 
komorah pri 37 °C in 5 % CO2. Za blokado CCL2 v serumu smo uporabili nevtralizacijsko 
protitelo anti-CCL2. Za potrditev ključne vloge CCL2 pri migraciji bazofilcev smo v 
zadnjem delu raziskave določili vpliv raztopine humanega rekombinantnega CCL2 
(rCCL2) in vpliv blokade rCCL2 z anti-CCL2 na migracijsko sposobnost bazofilcev. 
Analiza števila in aktivacije bazofilcev je potekala na pretočnem citometru. Vsi poskusi so 
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potekali vsaj v triplikatih. Statistična analiza podatkov je bila izvedena v programu 
Graphpad Prism 7, s katerim smo rezultate tudi grafično predstavili. 
 
Postopek izolacije bazofilcev smo optimizirali glede na absolutni izplen, čistost in 
sposobnost aktivacije izoliranih bazofilcev iz periferne krvi, ki je bila odvzeta v epruvete s 
heparinom in epruvete z EDTA. Rezultati so pokazali, da se absolutni izplen bazofilcev in 
čistost izolacije bazofilcev ne razlikujeta glede na uporabo antikoagulanta. Ugotovili pa 
smo, da se po stimulaciji z anti-IgE stimulacijsko kontrolo v krvi z antikoagulantom 
heparin aktivira več bazofilcev kot v krvi z antikoagulantom EDTA. Rezultati migracije 
bazofilcev in vitro so pokazali, da pride do povečane migracije bazofilcev proti 
anafilaktičnemu serumu po 150 min inkubacije. Ugotovili smo tudi, da se bazofilci 
različnih darovalcev razlikujejo v največjem deležu migriranih bazofilcev. Uporaba 
nevtralizacijskega protitelesa anti-CCL2 v štirih od petih primerov ni zmanjšala migracije 
bazofilcev proti anafilaktičnemu serumu bolnikov. Rezultati migracije proti rCCL2 so 
pokazali, da bazofilci migrirajo proti rCCL2 in da je migracija koncentracijsko odvisna. Po 
blokadi z anti-CCL2 se je migracija proti rCCL2 statistično značilno zmanjšala. 
 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo naslednje; za proučevanje migracije bazofilcev, 
kjer spremljamo tudi njihovo aktivacijo, je ustreznejša uporaba bazofilcev, izoliranih iz 
krvi z dodanim antikoagulantom heparinom kot iz krvi z dodanim antikoagulantom EDTA. 
Serum bolnikov z anafilaksijo vsebuje faktorje, ki vplivajo na povečano migracijo 
bazofilcev in vitro. Z modelom migracije bazofilcev proti serumu ni mogoče potrditi, da 
inaktivacija CCL2 v serumu vpliva na znižano migracijo. rCCL2 v raztopini vpliva na 
povečano migracijo bazofilcev, migracija proti rCCL2 je koncentracijsko odvisna. Blokada 
raztopine rCCL2 z anti-CCL2 zmanjša migracijo bazofilcev. Potrebne so dodatne 
raziskave, ki bodo potrdile natančno vlogo CCL2 pri anafilaksiji. V prihodnjih raziskavah 
tako predlagamo proučevanje migracije bazofilcev skozi endotelijsko bariero Pomembno 
je tudi proučiti, katere celice so vir CCL2 med anafilaksijo. 
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